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                研究目的
 インターロイキンー2 (IL-2) 及びイ ンタ一口イキンー12 (IL-12) はどちらも宿主の抗腫瘍免疫
 反応を強力に誘導することが多くの研究結果で示されている。 しか し低免疫原性の腫瘍において
 は, これらの遺伝子の単独導入では抗腫瘍効果が不十分な場合がある。 そこで本研究では, 低免
 疫原性であるマウスルイ ス肺癌細胞 (LLC) に IL-2 及び IL-12 遺伝子を, ウイルスベクターを
 用いてそれぞれ単独または二重に導入した。 遺伝子導入した LLC 細胞のマウスヘの生着の有無,
 腫瘍の増殖, ワクチン効果を検討 し, さらにその抗腫瘍効果の機序について検討を加えた。
                研究方法
 マウス IL-2 及び IL-12 遺伝子を, レトロウイルスベクターまたはアデノ ウイ ルスベクターを
 用いて, LLC 細胞に導入した。 導入した LLC 細胞を用いて以下の点について検討した。
 1. 単独または二重遺伝子導入 LLC 細胞 (5×105/mQuse) をマウスの皮下に移植 し, 生着の有
  無, 腫瘍増殖を比較検討する。
 2. 腫瘍を拒絶したマウスに親株である LLC 細胞を移植 し, ワクチン効果の有無を検討する。
 3、 腫瘍組織の免疫組織染色を行い腫瘍内浸潤細胞を検討す る。
 4. マウス脾臓のリンパ球のイ ンターフェロンγ産生能および 孕LC 細胞に対する細胞傷害活性
  を検討す る。
               研究結果
 1. IL-2, IL-12 単独遺伝子導入 LLC 細胞は腫瘍の増殖は抑制されるが, 腫瘍の拒絶は認められ
 なかった。 また IL-12 遺伝子導入 LLC 細胞に IL-2 発現アデノ ウイ ルスベクターを低濃度
 (10, 50MOI) 二重感染させたものでも同様に腫瘍の拒絶は認められなかった。
 2. IL-12 遺伝子導入 LLC 細胞に IL-2 発現アデノ ウイルスベクターを高濃度 (100MOI) 感染さ
 せ, IL-2 を高発現させることにより, 75%のマウスに腫瘍の拒絶が確認された。
 二重導入 LLC 腫瘍組織には豊富な CD4+および CD8+陽性細胞の浸潤が認められた。
 腫瘍を拒絶 したマウスに LLC 細胞を再移植したが, 8匹中5匹に腫瘍の拒絶が確認された。
 二重導入 LLC 細胞を拒絶したマウスの脾細胞は LLC 細胞に対 し, LLC 細胞特異的細胞傷
 害活性を示した。
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                結論
 低免疫原性であるマウス LLC 細胞に単独遺伝子導入 しても有効な抗腫瘍免疫は得られないが,
 2重感染させることにより腫瘍特異的な免疫反応が誘導され, その結果として有効な抗腫瘍効果
 が成立した。 この結果は, 一般の臨床の場においても複数遺伝子導入の有効性を示唆すると考え
 られ る。
              研究の意義・独創的な点
 1. ヒト固形腫瘍に類似した低免疫原性の LLC 細胞を用い, 二重遺伝子導入により有効な抗腫
 瘍免疫反応を誘導 し得たこ と。
 IL-2 発現アデノ ウイルスベクターを LLC 細胞に感染させる濃度を変えることにより IL-2 を
 半定量 し, 有効な抗腫瘍免疫反応の獲得には腫瘍周囲のサイ トカイ ン濃度が重要であること
 を示 した。
 3. 抗腫瘍免疫反応について, 免疫組織染色法, 脾臓のリンパ球のイ ンターフェロンγ産生能お
 よび LLC 細胞に対する細胞傷害活性を用いて詳細に検討した。
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 審査結果の要旨
 インタ一口イキンー2 (IL-2), インタ一口イキンー12 (IL-12) は共に宿主抗腫瘍免疫反応を強力
 に誘導する。 しか し低免疫原性腫瘍において は, これらの遺伝子の単独導入では抗腫瘍効果が不
 十分である。 本研究は, 低免疫原性マウスルイス肺癌細胞 (LLC) にIL-2, IL-12遺伝子を, ウ
 イルスベクターを用いてそれぞれ単独または二重に導入 し, その導入 LLC 細胞の同系マウスヘ
 の生着の有無, 腫瘍の増殖, ワクチン効果を検討 し, さらにその抗腫瘍効果の機序について解析
 を加えたものである。
 マウス IL-2, IL-12 遺伝子を, レトロウイルスベクターまたはアデノウイ ルスベクターを用い
 て, LLC 細胞に導入した。 導入した LLC 細胞を用いて以下の4点について検討した。 1) 単独
 または二重遺伝子導入 LLC 細胞 (5×105/mouse) を半定量的にマウスの皮下に移植し, 生着の
 有無, 腫瘍増殖を比較検討する。 2) 腫瘍を拒絶したマウスに親株である LLC 細胞を移植 し, ワ
 クチン効果の有無を検討する。 3) 腫瘍組織の免疫組織染色を行い腫瘍内浸潤細胞を検討する。
 4) マウス脾臓のリ ンパ球のイ ンターフェロンγ産生能および LLC 細胞に対する細胞傷害活性を
 検討す る。
 その結果, まず IL-2, IL-12 単独遺伝子導入 LLC 細胞は腫瘍の増殖は抑制されるが, 腫瘍の
 拒絶は認められなかった。 また IL-12 遺伝子導入 LLC 細胞に IL-2 発現アデノ ウイ ルスベクター
 を低濃度 (10, 50 MOI) 二重感染させたものでも同様に腫瘍の拒絶は認められなかった。 しか
 しIL-12 遺伝子導入 LLC 細胞に IL-2 発現アデノウイルスベクターを高濃度 (100 MOI) 感染さ
 せ, IL-2 を高発現させることにより, 75%のマウスに腫瘍の拒絶が確認された。 この二重導入
 LLC 腫瘍組織には豊富な・CD4+および CD8+陽性細胞の浸潤が認められた。 さらに腫瘍を拒絶
 したマウスに LLC 細胞を再移植したが, 8匹中5匹に腫瘍の拒絶が確認された。 すなわち二重
 導入 LLC 細胞を拒絶 したマウスの脾細胞が LLC 細胞に対 し, 特異的細胞傷害活性を持つことを
 示 した。
 本研究はヒト固形腫瘍に類似 した低免疫原性 LLC 細胞において も, 二重遺伝子導入により有
 効な抗腫瘍免疫反応を誘導しえた点が意義深い。 この際, 有効な抗腫瘍免疫反応の獲得には腫瘍
 周囲のサイ トカイ ン濃度が重要であることを半定量的手法により示した。 二重遺伝子導入による
 相乗効果によ り, 単独遺伝子高濃度発現による副作用も低下する。 すでに組織形成した臨床ヒト
 肺癌においては, さらに強力な遺伝子導入・発現法開発が必要であるが, 本研究結果は低免疫原
 性であるヒ ト肺癌に対 して も複数遺伝子導入の有用性と臨床試験への基礎データを与えるもので
 あり, 優れて学位に値する。
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